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［摘 要］ 目的：构建植物化学物在线清除自由基活性高通量筛选技术，创建植物化学物抗氧化活性研究新方法。 方法：以附
带 2 个检测器的高效液相色谱 （HPLC） 装置和流动注射技术为手段， 引入二苯基三硝基苯肼 （DPPH） 有机自由基分别与经
HPLC 分离的植物化学物发生在线清除反应，优化流速、反应管尺寸等条件，比较反应前后 DPPH 吸收信号的变化。 结果：确定
和验证了两类植物多酚化学物茶多酚和丹酚酸在线清除自由基活性 HPLC-DPPH 表征方法。 反应环聚醚醚酮（PEEK）盘管规格
为长 10 m、内径 0．254 mm，DPPH·浓度为 1．0 × 10－5 mol ／ L，流速为 0．7～0．8 ml ／ min。结论：HPLC-DPPH 流动注射在线表征技术能
够实现对多组分植物化学物抗氧化能力的高通量筛选。
［关键词］ 植物化学物； HPLC-DPPH； 自由基清除； 流动注射
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Study on the free radical scavenging activity of polyphenolic compounds by on-line high-
flux screening method
LIU Yan， FU Bo-qiang1， LI Lei*， DAI Jin-feng， ZHAO Hong-yan
（School of Public Health， NJMU， Nanjing 210029； 1College of Chemistry and Chemical Engineering， Xiamen
University， Xiamen 361005， China）
［Abstract］ Objective：To construct a high-flux screening procedure by on-line free radical scavenging activity method of phyto-
chemicals， and create a new evaluation system of antioxidant activity of natural plant materials． Methods：A HPLC system with two
detectors and flow injection techniques was employed． An organic free radicals DPPH was induced on-line HPLC-DPPH and reaction
with the single phytochemical components isolated by HPLC． To optimize reactive conditions including flow rate and the size of reaction
coil， and detect the DPPH signals before and after reaction． Results：A new on-line HPLC-DPPH method was established for a high-flux
screening of several free radical scavenging components exampled as Tea polyphenols and Salvianolic acids． The reaction coil of
PEEK was 10 m length and inner diameter 0．254 mm， the concentration and flow velocity of DPPH was 1．0 × 10－5mol ／ L and 0．7～0．8 ml ／
min， respectively． Conclusion：The PHLC-DPPH flow injection hyphenated technique could realize high-flux screening analysis for
antioxidant of phytochemicals．
［Key words］ phytochemicals； HPLC-DPPH； free radicals scavenging； flow injection
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盘管（长 5 m，10 m，15 m，内径为 0．254 mm；长 5 m，
10 m，内径为 0．508 mm）。
二苯基三硝基苯肼（DPPH，95％，美国 Sigma 公
司），L-表儿茶素（EC， ＞ 90％，瑞士 Fluka 公司），D-
儿 茶 素 （CH， ＞ 96％ ）、 没 食 子 儿 茶 素 （GC， ＞
98％）、L-表儿茶素没食子酸酯（EGC， ＞ 98％）和表
没食子儿茶素没食子酸酯 （EGCg， ＞ 95％）（Sigma
公司，美国）。 丹酚酸为实验室自制，其中所含单体
成分分别标示为 SA1～SAn（n ＝ 1，2，3……）。 甲醇
和乙腈（HPLC 级，德国 Merck 公司），三氟乙酸、醋





样品溶液经 HPLC 色谱柱分离后， 进入一个三通混
合器的一个入口，DPPH觶 贮存液用一个恒流泵输送
入另一个入口， 二者混合后进入一个 PEEK 盘管反
应 一 定 时 间，然 后 进 入 DAD 检 测 器，同 时 记 录 样
品 HPLC 信号（茶 多酚 254 nm，丹酚酸 290 nm）和
DPPH觶 517 nm 检测信号，计算由于样品（自由基清
除剂） 对 DPPH觶 自由基清除造成的 517 nm 处吸收
峰的降低值（表现为负峰面积的大小）。
将 5 种茶多酚配成浓度都为 50 μg ／ ml 混标，进
样 10 μl。 观察不同规格 PEEK 盘管和 DPPH觶 溶液
流速（0．4～1．0 ml ／ min）对分离度、信噪比和检测限的
影响。 用 254 nm 处 EGC 和 CH 的分离度来评价反
应环尺寸的优劣。 HPLC 操作条件为：30％（V ／ V）甲
醇等度洗脱，流速 0．8 ml ／ min，检测波长 254 nm。 色
谱柱为 BECKMAN ODS C18 5 μm，25 cm × 4．6 mm；
用 Agilent1100 HPLC 工作站处理数据，计算噪音和
信噪比。
DPPH觶 自由基贮存 液 浓 度 的 确 认： 选 取 3 个
DPPH觶 浓度 1．2 × 10－4、6．0 × 10－5 和 1．0 × 10－5 mol ／ L。
PEEK 盘管为 10 m × 0．254 mm。CH、GC、EGCg 浓度
均为 5 μg ／ ml，进样量分别为 5、2、15 μl。HPLC 条件
同上，计算噪音和信噪比。
1．2．2 茶多酚在线清除 DPPH·自由基的量效关系
配制浓度为 6．25、12．50、25．00、50．00、100．00 μg ／
ml 的茶多酚混标，进样量 20 μl。 反应环规格 10 m ×
0．254 mm i．d．，DPPH觶 浓 度 1．0 × 10 －5mol ／ L， 流 速




丹酚酸浓度定义为 40 C， 经流动相稀释和真空浓





DPPH觶 自由基浓度为 1．0 × 10－5 mol ／ L 时的噪音比
1．2 × 10－4、6．0 × 10－5 mol ／ L 小一个数量级， 而且信
噪比也高，因此选用 1．0 × 10－5 mol ／ L 为在线测定方
法的 DPPH觶 自由基贮存液浓度。
2．2 不同反应环尺寸和 DPPH觶 流速对分离度、信噪
比和检测限的影响
从实验结果中选取 2 个典型的 HPLC 色谱图见
图 1，标示两个不同反应环尺寸和 DPPH觶 溶液流速




好，而 对 于 相 同 长 度、不 同 内 径 的 反 应 环，内 径 越





茶多酚与自由基反应后在 517 nm 形成的负吸
收峰信噪比结果显示，对内径、长度一定的反应环，
DPPH觶 自由基溶液流速越慢，形成的负峰信噪比越
大。 对于长度和内径为 5 m × 0．254 mm 反应环，当
流速为 0．7 和 1．0 ml ／ min 时， 流速较快时反应时间
较短， 使得具有慢反应动力学特性的 CH 和 EC 检
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粗，形成的负峰的信噪比越大，CH 与 EGC 负峰无法
分开。 为得到高的信噪比，同时又不影响负峰的分
离度，应采用 0．254 mm 的内径，中等长度的反应环
和 DPPH觶 溶液流速。
A：反应环 10 m × 0．254 mm，流速 0．7 ml ／ min； B：反应环 10 m × 0．508 mm，流速 1．0 ml ／ min。
图 1 茶多酚在不同反应环尺寸和 DPPH觶 流速条件下的 HPLC 色谱图



































茶多酚与 DPPH觶 反应后在 517 nm 形成负吸收




径 越 粗 ， 形 成 的 负 峰 检 测 限 越 低 。 但 内 径 较 粗
（0．508 mm） 时，CH 负峰与 EGC 负峰无法分开，因
此不宜采用。 综合上述分离度和检测限两方面的因
素，采用 10 m × 0．254 mm 的反应环，DPPH觶 自由基
溶液的流速为 0．7 ml ／ min 左右。
2．3 在线清除 DPPH觶 自由基的量效关系
茶多酚在线清除 DPPH觶 自由基的负峰面积与
浓度的线性关系如图 2 所示。 当茶多酚 的浓度在
6．25～50．00 μg ／ ml 之间时，在线清除 DPPH觶 自由基
的负峰面积与浓度具有较好的线性依赖关系，r 值
都大于 0．99， 说明对不同动力学类型的抗氧化剂，
它们的浓度在较低的浓度范围（6．25～50．00 μg ／ ml）
时，线性关系良好，可以用于抗氧化能力的评定。 而
表 1 不同反应环尺寸和 DPPH觶 溶液流速对在线检测方法检测限的影响
Tab 1 The effect of different reaction coil and DPPH觶 velocity on the detection limit
























































































































浓度高于 50 μg ／ ml 后，线性关系降低，会影响定量
的准确性。
图 2 中直线的 斜率表示物 质抗氧化能 力的强
弱 ［12］，因此，由图 3 还可以看出，单位浓度的 EGCg
对 DPPH觶 自由基的清除能力最强， 其次是 EGC 和
GC，最低的是 EC 和 CH。
2．4 在线表征技术在丹酚酸清除自由基活性表达
中的应用
在设定条件下，丹酚酸经 C18 柱分离、梯度 洗
脱，有 13 种成分在 HPLC 色谱图上获得了分离。 将
DPPH觶 自由基引入 PEEK 盘管与分离后的各种丹酚
酸进行反应。 通过检测器记录获得丹酚酸和 DPPH觶
自由基反应后的图谱（图 3）。 图 3a 显示了丹酚酸的















0 10 20 30 40 50 浓度（g ／ ml）
图 2 茶多酚在线清除 DPPH觶 自 由 基 的 负 峰 面 积 与 浓 度 的
线性关系
Fig 2 Linear relation of DPPH觶 scavenging activity and the
concentration of tea polyphenol
□ ：EGCg，r ＝ 0．997 4； ● ：EGC， r ＝ 0．997 4； ■ ：GC，r ＝
0．993 5； △ ：EC，r ＝ 0．999 6； ▲ ：CH， r ＝ 0．991 4。
A：在 290 nm 和 517 nm 下的在线图谱； B：在 517 nm 下的放大图谱。
图 3 丹酚酸清除自由基活性指纹谱图（相对浓度为 80 C）























0 10 20 30 40 50 60 70 时间（min）
A B
时反映多成分丹酚酸的清除 DPPH 自由基的活性。
将图 3a 中的负峰图谱放大（图 3b），可以明显地看
出，13 个特征峰 具有不同的 清除 DPPH觶 自由 基 的
能力。 以浓度 80 C 为例：290 nm 处各丹酚酸吸收峰
面 积 由 高 到 低 的 顺 序 为 ：SA9＞SA12＞SA5＞SA8＞
SA13＞SA6＞SA3＞SA1＞SA2＞SA7＞SA10＞SA11＞SA4。
在本实验条件下， 丹酚酸物质群中 13 种丹酚
酸都具有清除 DPPH觶 自由基活性，但只有当它们的
浓度达到一定量时才可以检测到对 DPPH觶 自由基
的清除效果或者清除效果才明显。 浓度低于 8 C 时
只能检测到丹酚酸 SA9 ［被标准对照品和质谱证明
为丹酚酸 B（Sal B）］的活性，8 C 就可以检测到 SA6
和 SA8 物质的活性。 而 SA1、SA5、 SA12 物质在相
对总浓度达到 20 C 后才可以检测到活性信号。
将丹酚酸相对浓度对 517 nm 处各丹酚酸吸收
负峰峰面积做图。 斜率越大，则单位相对浓度的丹
酚酸所引起的 517 nm 负峰峰面积越大， 所清除的
DPPH觶 自由基量越 多， 该物质清 除自由基能 力越
强。 由图 4 可以看出，各物质的斜率不同，对 DPPH觶
自由基清除的活性高低依次为 SA9 （Sal B）＞SA8＞
SA6＞SA12＞SA5＞SA1。 发现保留时间在 48．5 min 的
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ABTS ［2，2′ -连 氮 基-双-（3-乙 基 苯 并 噻 唑 啉-6-磺
酸）］等。Toshimasa 等［16］建立的鲁米诺化学发光法在
线研究了不同结构儿茶素、黄酮以及茶叶提取物的
清除 O－2·和 H2O2 的能力。Mitsuhiro 等［17］利用流动注
射分析技术，通过 HPLC-CL 在线分析研究了多种有




究认为， 虽然 DPPH觶 自由基的反应适用范围广，但
由于 DPPH觶 和抗氧化剂的反应动力学比 ABTS 慢，
HPLC-DPPH 灵敏度可能低于 HPLC-ABTS。 与国外
相比，目前这些技术在国内应用还很少。 本研究提
出 了 一 种 新 型 的 HPLC-DPPH 在 线 抗 氧 化 标 识 技
术，通过一个后置柱，将预先已被 HPLC 分离分析物






























C 4 C 8 C 200 C 40 C 80 C相对浓度 相对浓度
● ：SA1； □ ：SA5； △ ：SA6； ▲ ：SA8； ■ ：SA12。
A：未知丹酚酸； B：Sal B。
图 4 不同相对浓度丹酚酸单体对 DPPH觶 的清除能力
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